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English summary
We now know that our immune system is able to protect us against tumors. In particular T 
cells, an important subset of immune cells, can in at least a subgroup of patients recognize 
tumor cells by binding peptide-MHC (pMHC) complexes on tumor cells with their T cell 
receptor. The repertoire of peptide antigens that can be recognized by CD8+ cytotoxic and 
CD4+ helper T cells on a human tumor (their ‘antigenic space’) can roughly be divided 
into two classes of antigens; i) non-mutated self antigens and, ii) foreign antigens such as 
viral antigens and mutated self-antigens (a.k.a ‘neo-antigens’), which are peptides derived 
from mutated cellular proteins. As most human tumors do not have a viral etiology, neo-
antigens are now considered the largest group of foreign tumor antigens.
While the presence of these different classes of tumor antigens renders T cells 
capable of recognizing tumor cells, human tumors make use of different immune evasion 
strategies to escape immune attack. This, for example, happens through the engagement 
of inhibitory pathways, like the PD-1–PD-L1/PD-L2 axis. Current immune checkpoint 
therapies seize on these inhibitory interactions by blocking the molecules involved that are 
expressed either on the tumor (e.g. PD-L1/PD-L2) or at the T cells (e.g. PD-1). This has been 
shown to be clinically effective. In addition, evidence for a process called immunoediting, 
in which selective pressure of the immune system leads to selection of tumor cells that are 
non-immunogenic and therefore ‘invisible’ for immune recognition has been proposed on 
the basis of data obtained mouse models. 
The scope of this thesis (as outlined in chapter 1) is to explore the importance of neo-
antigens in T cell recognition of human cancers. This encompasses; i) the development of 
technology to assess neo-antigen specific T cell responses, ii) the analysis of neo-antigen 
specific T cell reactivity within the CD8 and CD4 compartment, iii) the need to identify 
biomarkers that can tell us whether an effective T cell response can be mounted, and the 
assessment of immune escape by immunoediting. Chapters 2 and 3 are an introduction 
to the experimental work described in this thesis, and here I review antigenic determinants 
that are found to be recognized on human tumors by T cells and specifically describe neo-
antigens as an attractive class of antigens to target.
The development of technology to assess neo-antigen specific T cell responses
The neo-antigen specific T cell response within an individual patient can be directed 
towards a large number of potential epitopes, and this necessitates the availability of 
tools that allow high-throughput analyses of T cell-based immune responses. The use 
of pMHC-multimers has become a widely accepted approach to monitor MHC class I 
restricted antigen specific T cell responses. In chapter 4 we have assessed the effects of 
minor polymorphic differences between HLA subtypes on the ability to detect antigen 
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specific T cells for a given peptide. The results show that that minor polymorphisms in 
HLA molecules significantly affect the ability to detect antigen specific T cell responses. 
In other words, ‘4-digit matching’ between the HLA class I alleles of the patient and the 
HLA molecules used for monitoring is essential. In addition, within this chapter I describe 
the necessary tools to enable such monitoring for a series of common variants within the 
HLA-A*02 allele group. 
Putative neo-antigens can be predicted from tumor specific mutations using 
computational algorithms, and the use of such algorithms has been proposed as a starting 
point in the preparation of patient-specific neo-antigen vaccines. In chapter 5 we set 
out to analyze the fraction of MHC class I restricted neo-antigen specific T cell responses 
that is successfully uncovered by the current exome based prediction algorithms. This 
analysis shows that – using the cut-offs we currently utilize in our T cell assays, we can 
predict patient-specific neo-antigens with a high sensitivity of approximately 70%. To be 
able to use these algorithms to prepare patient-specific vaccines that contain a significant 
percentage of ‘true’ neo-antigens, a substantial decrease in the fraction of false positives 
is however still required. 
The analysis of neo-antigen specific T cell responses in the CD8 and CD4 T cell compartments
Chapter 6 shows the first analysis of the neo-antigen specific T cell response in a patient 
that responded to T cell checkpoint blockade, in this case anti–CTLA-4 therapy. Exome 
based epitope prediction algorithms were used to select putative neo-antigens that were 
loaded onto MHC multimers. Using these tools, a neo-antigen specific T cell response 
of a substantial magnitude was identified in both peripheral blood and in particular at 
the tumor site. Furthermore, longitudinal monitoring of this neo-antigen specific T cell 
response in the peripheral blood compartment demonstrated that the strength of this T 
cell response was increased substantially after therapy. 
We and others have shown that neo-antigen specific CD8+ T cell reactivity is frequently 
observed in patients with melanoma. In addition, a recent report where treatment 
with neo-antigen specific CD4+ T cells mediated tumor regression in a metastatic 
cholangiocarcinoma triggered us to systematically analyze whether neo-antigens are 
also frequently recognized by CD4+ T cells. As no high-throughput pMHC multimer 
production technology is available for MHC class II molecules, we set out to develop a 
novel technology to analyze neo-antigen specific CD4+ T cell responses, as described in 
chapter 7. The results obtained with this new assay system demonstrated that in many 
patients with melanoma, CD4 T cell reactivity against neo-antigens is formed. Together, 
these two chapters have helped to highlight the potential importance of (patient-specific) 
neo-antigens in the clinical effects of T cell checkpoint blockade.
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The need to identify biomarkers and the assessment of immune escape by immunoediting
In recent years, the overall survival of patients with tumor types such as non-small cell 
lung cancer and melanoma has improved significantly, because of the development of 
immune checkpoint therapy that boost the tumor specific immune response by blocking 
inhibitory receptors on T cells. Since tumor types with a high mutational load appear 
particularly suitable for these therapies, it is thought that recognition of neo-antigens 
plays a crucial role in the effectiveness of these therapies. In chapter 8 we discuss work 
by Snyder and colleagues in which the authors describe a genetic basis that can be used to 
discriminate melanoma patients that respond to anti–CTLA-4 therapy from those that do 
not. We conclude that the proposed mechanistic explanation of the authors – a defined 
set of tetrapeptides around mutations leads to the formation of neo-antigens that are 
present in patients whom respond to CTLA-4 blockade – is very difficult to reconcile 
with our understanding of antigen presentation. In addition, in this chapter a series of 
other aspects of the cancer immunity cycle are discussed that could be used to define 
biomarkers for cancer immunotherapy. 
Immunoediting is a process where under pressure of the immune system non-
immunogenic tumor cells that lack immunogenic neo-antigens selectively grow out, since 
they are ‘invisible’ for T cells. Substantial proof in favor of this hypothesis has been collected 
in mice, and it has been proposed that the same process may limit tumor recognition in 
human cancer, for instance in patients who relapse after therapy. In chapter 9 I describe a 
bio-informatics approach in which the potential occurrence of immunoediting in patients 
with melanoma was analyzed. The results from this analysis show that there is no evidence 
for large scale immunoediting and that the data we collected at best suggests a partial 
immunoediting, or immunoediting in a subset of patients.
Finally, in chapter 10 the prospects of neo-antigen specific cancer immunotherapy are 
outlined. I discuss the best targets for such therapies, the considerations on how to choose 
which patients we should treat, and how we should treat them. This will help guide the 
development of neoantigen specific immunotherapy in the future, an endeavor to which 
I hope to contribute further in my future work. 
Chapter 11
180
Nederlandse samenvatting
181
Nederlandse samenvatting
Ons immuunsysteem is in staat om de ontwikkeling van kanker in ons lichaam tegen te 
gaan. T cellen zijn een belangrijk celtype van ons immuunsysteem en deze cellen kunnen 
tumoren herkennen doordat de specifieke T cel receptor van een T cel zijn target bindt. 
Dit target bestaat uit een antigeen dat door een MHC molecuul op de tumorcel aan 
de T cel wordt gepresenteerd. De antigenen die door T cellen herkend kunnen worden 
op tumoren zijn te verdelen in twee groepen; i) antigenen afkomstig van lichaamseigen 
eiwitten (‘self-antigens’), en ii) gemuteerde antigenen, ook wel neo-antigenen genoemd. 
Dit zijn korte stukjes eiwit die afkomstig zijn van gemuteerde eiwitten van de tumor en 
hierdoor als lichaamsvreemd worden herkend door de T cellen. Er zijn twee type T cellen 
die beide van belang zijn in de immuunrespons tegen kanker, de cytotoxische T cellen 
en helper T cellen. Cytotoxische T cellen zijn gespecialiseerd in het opruimen van (onder 
andere) kankercellen, helper T cellen ondersteunen cytotoxische T cellen in deze functie, 
maar kunnen ook zelf kankercellen opruimen. 
Tumoren benutten verschillende methodes om aan de aandacht van het 
immuunsysteem te ontsnappen. Dit doet een tumor bijvoorbeeld door moleculen op het 
celoppervlak tot expressie te brengen die de activiteit van het immuunsysteem afremmen. 
Een ander potentieel mechanisme om aan het immuun systeem te ontsnappen is via een 
proces dat immunoediting heet. In dit proces worden tumorcellen geselecteerd onder 
druk van het immuunsysteem die niet herkend kunnen worden door T cellen, omdat ze 
bepaalde antigenen niet hebben. Hierdoor zijn ze ‘onzichtbaar’ voor het immuunsysteem. 
De observatie dat T cellen neo-antigenen kunnen herkennen heeft tot de hypothese 
geleid dat neo-antigenen van groot belang zijn in de anti-tumor immuunrespons en om 
deze reden zijn zij de focus van dit proefschrift. 
In hoofdstuk 1 introduceer ik vier belangrijke onderleggers voor het onderzoek dat wordt 
gepresenteerd in dit proefschrift: i) T-cel immuniteit; ii) kanker en kanker antigenen; iii) 
regulatoren van de immuunrespons en iv) huidige immuuntherapieën die worden gebruikt 
bij de behandeling van kanker. Ten slotte beschrijf ik kort de inhoud van ieder hoofdstuk. 
In hoofdstuk 2 en 3 wordt literatuur besproken die beschrijft welke antigenen 
herkend kunnen worden door T cellen. Hierin worden neo-antigen beschreven als een 
groep antigenen die interessant is voor de ontwikkeling van neo-antigen specifieke 
immuuntherapie en dit is tevens een introductie op het experimentele werk van dit 
proefschrift.
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Technologieën om neo-antigen specifieke T cellen te detecteren
Er kunnen vele verschillende neo-antigenen aanwezig zijn op de tumor die door T cellen 
herkend kunnen worden. Het is daarom van belang dat er technologie beschikbaar is die 
deze T cel responsen kan meten en tegelijkertijd kan omgaan met de grote hoeveelheid 
neo-antigenen. Sinds jaar en dag is het gebruik van peptide-MHC multimeren om 
cytotoxische T cellen te detecteren een veelvuldig toegepaste techniek. In hoofdstuk 4 is 
geanalyseerd wat het effect is van heel kleine verschillen in MHC moleculen op de detectie 
van antigen specifieke T cel responsen. De resultaten laten zien dat deze kleine verschillen 
een erg groot effect kunnen hebben op het detecteren van een antigen specifieke T cel 
respons. Ook hebben we technologie ontwikkeld om dit probleem tegen te gaan bij 
patiënten die een MHC molecuul tot expressie brengen dat valt binnen de HLA-A*02 
familie. 
Hoewel er al lange tijd interesse is voor de analyse van neo-antigen specifieke T cel 
responsen in patiënten met kanker, was het vooralsnog alleen mogelijk om hier op kleine 
schaal onderzoek naar te doen. De ontwikkeling van technologie om tumor specifieke 
mutaties te identificeren (exome sequencing) heeft recentelijk een belangrijke rol gespeeld 
in de detectie van T cel responsen tegen een groot aantal neo-antigenen en voor een 
groot aantal patiënten. Potentiële neo-antigenen kunnen worden voorspeld door tumor 
specifieke mutaties aan te bieden aan verschillende computer-algoritmes die bijvoorbeeld 
een indicatie geven of het antigeen aan een gegeven MHC molecuul zal binden. Het was 
tot voor kort nog onduidelijk welk percentage van in de literatuur bekende neo-antigenen 
geïdentificeerd kan worden met de huidige exome sequencing technologie in combinatie 
met het gebruik van de verschillende beschikbare algoritmes. Door de analyse beschreven 
in hoofdstuk 5 heb ik bepaald dat met deze aanpak ongeveer 70% van de aanwezige 
neo-antigen specifieke T cel responsen geïdentificeerd kunnen worden. 
De analyse van neo-antigen specifieke T cel responsen
Hoofdstuk 6 laat een analyse zien waarin neo-antigenen voor een specifieke patiënt 
geselecteerd werden met behulp van exome sequencing technologie in combinatie 
met verschillende algoritmes. Reactiviteit tegen deze mogelijke neo-antigenen door 
cytotoxische T cellen werd gemeten door het gebruik van MHC multimeren. Met behulp 
van deze technologie hebben we een neo-antigen specifieke T cel response geïdentificeerd 
en we observeerden dat er na therapie vijf keer meer van deze cellen aanwezig waren in 
de patiënt dan voor de start van de behandeling. Met deze technologie kan dus het effect 
van immuuntherapie op de cytotoxische T cellen worden geanalyseerd, wat zal bijdragen 
aan ons begrip over het werkingsmechanisme van immuuntherapie. Naast deze eerste 
analyse in 1 patiënt, heb ik de neo-antigeen specifieke T-cel respons in nog 10 melanoom 
patiënten geanalyseerd. Hieruit is gebleken dat in de meeste patiënten met melanoom 
cytotoxische T cellen aanwezig zijn die neo-antigenen herkennen. 
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Naast cytotoxische T cellen spelen helper T cellen ook een belangrijke rol in de anti-
tumor respons en om deze reden is er op een systematische manier gekeken wat de bijdrage 
is van helper T cellen in de neo-antigeen specifieke respons. Omdat MHC multimeren voor 
dit type cellen maar weinig beschikbaar zijn, hebben we nieuwe technologie ontwikkeld 
om dit te analyseren. Deze technologie is beschreven in hoofdstuk 7 en ook worden de 
resultaten besproken van het gebruik van deze technologie om de helper T cellen van vijf 
verschillende melanoom patiënten te analyseren. De resultaten laten zien dat in de meeste 
melanoom patiënten helper T cellen aanwezig zijn die neo-antigenen kunnen herkennen. 
De identificatie van biomarkers en het analyseren van immunoediting
In de afgelopen jaren is de periode dat patiënten met melanoomkanker in leven blijven 
substantieel langer geworden door de ontwikkelingen van immuuntherapieën die het 
immuunsysteem activeren. Voorbeelden hiervan zijn de toepassing van antilichamen tegen 
CTLA-4 en PD-1/PD-L1, welke een inhiberend signaal in de T cellen opheffen. Studies 
laten zien dat met name patiënten met tumor types waarin veel mutaties aanwezig zijn 
goed reageren op deze therapieën. Dit resultaat, in combinatie met de observatie dat neo-
antigenen vaak herkend worden door T cellen resulteert in de hypothese dat neo-antigenen 
een cruciale rol spelen in de respons tot immuuntherapie. In hoofdstuk 8 wordt een 
analyse bediscussieerd waarin beargumenteerd wordt dat bepaalde eiwitsequenties, die 
herhaaldelijk voorkomen en gegenereerd worden door tumor specifieke mutaties en ten 
slotte gepresenteerd worden aan T cellen, voorspellend kunnen werken voor de respons 
tot immuuntherapie. In hoofdstuk 8 bespreek ik dat het niet heel aannemelijk is dat 
dit daadwerkelijk een T-cel gemedieerd effect is op grond van onze kennis van antigeen 
presentatie. Verder worden andere aspecten besproken in de interactie tussen de tumor 
en het immuunsysteem die mogelijk zouden kunnen worden gebruikt als biomarkers om 
te voorspellen welke patiënten goed zullen reageren op immuuntherapie. 
Immunoediting is een potentieel mechanisme waar onder druk van het immuunsysteem 
tumorcellen worden geselecteerd die voor het immuunsysteem ‘onzichtbaar’ zijn. Het is 
mogelijk dat dit proces plaats vindt in kankerpatiënten, wellicht in patiënten die initieel 
goed reageren op immuuntherapie maar bij wie vervolgens de tumor weer uitgroeit. In 
hoofdstuk 9 beschrijven we een bioinformatische analyse waar we kijken of we bewijs 
kunnen vinden voor immunoediting in patiënten met melanoom. De resultaten laten zien 
dat immunoediting wellicht een kleine rol speelt, of dat dit misschien voorkomt in maar 
een deel van de patiënten.
Ten slotte beschrijf ik in hoofdstuk 10 wat de vooruitzichten zijn van neo-antigen 
specifieke immuuntherapie. Ik bespreek hier welke antigenen we het beste kunnen 
kiezen als targets, wat de overwegingen zijn om bepaalde patiënten wel te behandelen 
en anderen niet en hoe we deze groep patiënten dan moeten behandelen. Dit zal ons 
helpen met de ontwikkeling van neo-antigen specifieke immuuntherapie in de toekomst. 
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Samenvattend, beschrijf ik in dit proefschrift de ontwikkeling van nieuwe technologieën 
die gebruikt kunnen worden om neo-antigen reactiviteit van T cellen op grote schaal te 
meten. Vervolgens beschrijf ik de resultaten van het gebruik van deze technologieën en laat 
ik zien dat de herkenning van neo-antigenen regelmatig voorkomt in melanoompatienten 
door zowel cytotoxische als wel helper T cellen. Ten slotte beschrijf ik het gebruik van 
computer algoritmes om te analyseren of immunoediting een proces is wat plaatsvindt in 
patiënten met melanoom. De resultaten van het onderzoek beschreven in dit proefschrift 
zijn relevant voor de ontwikkeling van neo-antigen specifieke immuuntherapie voor de 
behandeling van patiënten met kanker. 
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Propositions
Belonging to the thesis
Analysis of the neo-antigen specific T cell response
And consequences for personalized immunotherapy 
1. It remains unclear which antigenic determinants mediate the regression of 
tumors in patients responding to immunotherapy. 
2. Systematic analysis of the specificity of Tumor Infiltrating Lymphocytes (TIL) in 
melanoma patients shows that these frequently recognize mutated epitopes; 
however this analysis only explains the specificity of a minor fraction of TIL (this 
thesis).
3. The prediction of immunogenic neo-antigens from exome-sequencing data 
with the use of computational algorithms has low precision; the majority of the 
mutated epitopes that are predicted do not induce a natural T cell response in 
patients (this thesis, van Buuren et al. unpublished). 
4. Minor polymorphisms in a patient’s HLA molecule can have major consequences 
for the detection of the number and magnitude of CD8+ T cell responses if 
mismatched HLA multimers are used for immunomonitoring (this thesis).
5. So far there is little direct evidence of immunoediting in human carcinogenesis 
and its role may be restricted to certain tumor types (Rooney M.S. et al. Cell, 
2015 and this thesis).
6. The patient specific nature of neo-antigens complicates the development of 
broadly applicable neo-antigen specific immunotherapies (Fritsch E.F. et al. 
Oncoimmunology, 2014 and this thesis). 
7. It is unlikely that a threshold exists in the number of somatic mutations that will 
separate responding from non-responding patients when treated with cancer 
immunotherapy (Snyder A. et al. NEJM, 2014; Rizvi N.A. et al. Science, 2015 and 
this thesis).
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8. A delicate trade-off exists between ethical regulations on the use of patient 
material and scientific research (Skloot R., The immortal life of Henrietta Lacks, 
2010). 
9. The use of bioinformatics to analyze large datasets has opened up a whole 
new world of possibilities, and at the same time has resulted in a new array of 
challenges.
10. Two roads diverged into a yellow wood, and sorry I could not travel both; Long 
I stood and looked down one as far as I could; I took the other, because it was 
grassy and wanted wear; And that has made all the difference (Adapted from 
‘The road not taken’, by Robert Frost, Mountain Interval, 1916).
